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定レンズ外胚葉（presumptive lens epithelium, PLE）に接すると水晶体の発生が
始まる（Fig 1A, 1.5 日胚）。続いて、予定レンズ外胚葉が肥厚し、レンズプラコ
ードに分化する。レンズプラコードと眼胞はほぼ同時に胚の内側に向かって陥








る網膜色素上皮（retinal pigment epithelium, RPE）へ発生する（Fig 1A, E8）。
８日胚の神経性網膜は Fig 1B のように、神経細胞特異的なβⅢ-チューブリンを
強く発現することから神経性網膜の多くの細胞がすでに神経節細胞などの神経
細胞に分化していることが分かる。 
	 水晶体や神経性網膜の発生には、細胞間の直接の接触に依存した Notch シグ
ナルによる制御が重要とされている。成熟した水晶体では、水晶体上皮細胞か
ら水晶体繊維細胞の分化の中間段階である水晶体弓領域で Notch シグナルによ








している（Furukawa et al., 2000）。マウスでは胚発生期から成体期の神経性網
膜にいたるまで、Notch1 は発現を続け、網膜幹細胞の維持やミュラー細胞への
分化を制御する（Surzenko et al., 2013）。またニワトリ 4.5 日胚の神経性網膜で
は、神経節細胞をはじめとする神経細胞の分化の直前に Notch シグナルの減少




えで、重要な知見である（Okada et al., 1991）。このような古典的な分化転換の
例は、MyoD による筋形成のような、外来性の転写因子を発現することによって
誘導される分化転換（Davis et al., 1987）や複数の転写因子混合物を外来から細
胞内で発現させることによって体細胞から多能性幹細胞（iPS）を誘導する
















かなりの日数を経て水晶体の発生が起こる（Araki and Okada, 1977; De 













神経細胞分化を促進する（Nelson et al., 2006; Nelson et al., 2007）ことから、
私は Notch シグナルが水晶体分化転換の調節にも関与する可能性を考えた。
Notch シグナルには、隣接細胞が発現する Jagged などの Notch リガンドが作用
した後、Notch 分子の細胞内ドメインが γ-セクレターゼで切断される必要があ






Figure. 1. 水晶体および神経性網膜の発生。A. ニワトリ胚における眼の発生は
前脳の左右が胚の外側へ向かって突出することによって始まる。突出した領域































神経性網膜をニワトリ８日胚（stage 33, Hamburger and Hamilton., 1951）から
単離した後、0.125%トリプシンで 37℃、２０分間処理して解離した。解離した
神経性網膜細胞は 35 mm 培養皿（153066, Thermo Scientific）に 3 x106/dish の
密度で培養を開始し、10％ウシ胎児血清（SH30070.03E, HyClone）を含んだ
Dulbecco’s modified Eagle’s medium（043-30085, Wako）を用いて培養した。 
tert-butyl (2S)-2-[[(2S)-2-[[2-(3,5-difluorophenyl)acetyl]amino]propanoyl]amino] 
-2-phenylacetate（以下 DAPT, sc-201315, Santa Cruz）および N2-[(2S)-2-(3,5- 
difluorophenyl)-2-hydroxyethanoyl]-N1-[(7S)-5-methyl-6-oxo-6,7-dihydro-5H-dib
enzo[b,d]azepin-7-yl]-L-alaninamide（以下 LY411575, sc-364529, Santa Cruz）
の２種類の γ-セクレターゼ阻害剤（Fig. 2）は DMSO に溶解し、それぞれ 10 µM
もしくは 10 nM の濃度で培養開始から２日後に培地に添加した。培地は最長で
も２日に１回の頻度で培地を交換し、培地交換の度に、DAPT もしくは
LY411575 を新たに添加した。培養細胞は免疫染色のために固定、免疫ブロッテ
ィングのために SDS サンプルバッファーに溶解、RNA 解析のために Trizol 
reagent（15596026, Thermo Scientific）に溶解した。 
 
2. 免疫染色	
	 培養を 4% パラホルムアルデヒド/PBS により、室温で１時間固定した。固定
後、PBS によって３回洗浄した。固定した細胞は、免疫染色を行うまで、TBS
（20 mM Tris-HCl(pH 7.5), 150 mM NaCl）-20 mM EDTA 中で、4℃で保存した。 
	 固定した細胞は 2% ロバ血清（S30-100ML, Millipore）/ 20 mM Tris-HCl (pH 
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7.5), 150 mM NaCl, 0.5% Tween 20 (P7949-500ML, Sigma))によって、室温、30
分間ブッロッキングした。続いて、1%ロバ血清/TBST (20 mM Tris-HCl(pH 7.5), 
150 mM NaCl, 0.1 % Tween 20)によって希釈した一次抗体（Table. 1）を、室温
で１時間反応させた。細胞は、TBST によって 15 分間、室温で３回洗浄し、1% 
ロバ血清/TBST によって希釈した二次抗体（Table. 1）と、室温で１時間処理さ
せた（最終濃度 1 µg/ml になるように 4',6-diamidino-2-phenylindole（以下 DAPI




3. FACS（fluorescence activated cell sorting）解析	
FACS用の培養細胞はPBSで２回、PBS 1 mM EDTAで１回洗浄した後、0.125%
トリプシンで 37℃、２０分間処理し、解離した。解離した細胞は 4% パラホル
ムアルデヒド/PBS により、室温で３０分間固定した。最終濃度 1 M になるよう
にグリシンを加え、固定反応を止め、遠心し上澄みを除いた。1% BSA/PBS に




細胞は、TBST によって 5 分間、室温で 5 回洗浄した。続いて、1% BSA/TBST
によって希釈した二次抗体（Table. 1）と室温で１時間反応させ、TBST によっ
て 5 分間、室温で 5 回洗浄した。FACS 解析を行うまで、1% BSA/TBS-20 mM 
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	 培養細胞を PBS で 3 回洗浄し、SDS サンプルバッファー（0.05 M Tris-HCl 
(pH6.5), 10% グリセロール, 1% SDS）を 250 µl/3.5 cm 培養皿加え、溶解した
細胞を 1.5 ml サンプリングチューブへ回収した。SDS-PAGE を行うまで、-20℃
で保存した。回収した細胞懸濁液は 100℃で５分間加熱した後、Pierce 660nm 
Protein Assay Reagent (22660, Thermo Fisher) お よ び Ionic Detergent 
Compatibility Reagent (22663, Thermo Fisher)を用い、タンパク質量を測定した。
全タンパク質量が一定量になるように希釈した細胞懸濁液は 12.5% ポリアク
リルアミドゲル（13074-34, Nacalai）を用いて電気泳動し、PVDF 膜（2322451, 
Atto）に転写した（Towbin et al., 1979）。転写した PVDF 膜は 4% スキムミル
ク/TBST-10 mM EDTA で１時間、室温でブロッキングした後、4% スキムミル
ク/TBST-10 mM EDTA で希釈した一次抗体（Table. 1）を室温で１時間反応さ
せた。TBST により５回洗浄した後、4% スキムミルク/TBST で希釈した二次抗
体（Table. 1）を室温で１時間反応させた。さらに、TBST により５回洗浄し、
SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (34075, Thermo Fisher)を
反応させて、LAS4000mini（Fuji film）を用い検出した。 
 
5. RNA 解析 
	 培養細胞は 1 ml/3.5 cm培養皿のTrizol reagent（15596026, Thermo Scientific）
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で処理し、PureLink RNA Mini Kit（12183018A, Thermo Scientific）を用いて、
指示書通り RNA 抽出を行った。抽出した RNA は使用まで-80℃で保存した。 
	 マイクロアレイ解析のために、培養開始から１２日後の DAPT 処理もしくは
DMSO 処理（コントロール、以下無処理）の細胞から抽出した RNA を用いた。
Agilent Gallus microarray ver. 2.0. Duplicate microarray data によってマイクロ
アレイ解析を行い、解析結果は the Gene Expression Omnibus database 
(accession number GSE86233)に公開した。 
	 RT-qPCR のために、抽出した RNA は 70℃、5 分処理で 2 次構造を破壊した
後、Verso cDNA Synthesis Kit（AB-1453/A, Thermo Scientific）によって、42℃、
30 分の条件で逆転写した。逆転写した cDNA は Table. 2 に示したプライマーお
よび SYBR Premix Ex Taq Ⅱ(Tli RNaseH Plus)（RR820A, Takara）を用い、95℃、
20秒を１サイクル、95℃、5秒、60℃、30秒を 40サイクルの条件で、StepOnePlus 
Real time PCR system（Applied Biosystems）によって、定量化した。定量化は







Target gene Forward primer Tm (C) Reverse primer Tm (C) Reference sequence (the range of coding sequence)  Target position  The length of PCR product (bp) 
Gapdh GCTGAGAACGGGAAACTTGTG 58 CAACATACTCAGCACCTGCATCT 58 NM_204305.1 (58-1059) 379-481 103 
Pitx3 TGAGCACCAGGGAGGAGATC 59 CTCTCCCGTTTCCTCCACTTAG 58 XM_421631.5 (290-1168) 680-779 100 
Chx10 ATGGCCCTGTGTGTGTGAAA 58 GCACAAATCAGCCACTCCAA 58 AF178671.1 (9-1142) 1680-1779 100 
Isl1 TCCTCTCAGCTCCCAGATACG 58 TGAGGGTAAGGGCAGAAACAA 58 NM_205414.1 (283-1332) 1397-1499 103 
Hes1 CTGGAGATGACGGTGAAGCA 58 CCTCGTTCATGCACTCATTGA 58 AF032966.1 (3-875) 377-497 121 
Hes5 CAGCAAACACAGAAACTCAGATGA 58 TGAGTGGAAGTGGATGCAGAAG 59 NM_001012695.1 (40-513) 491-590 100 
Ascl1 GCACCGACGTGTCTTACTTCATAG 59 CGTTTGGACAATAGCTGCATAAA 58 NM_204412.1 (255-914) 1755-1856 102 
Heyl CAGCAGTGGAAAAGAGGGAGAA 59 ACATCACGTGCTGTGTATGAACAC 59 NM_181736.1 (46-978) 2518-2620 103 
MafA (L-Maf) GAGCGGGATCTGTACAAAGAGAA 59 CATGAAGAAGTCAGCGGCAGTA 59 AF034570.1 (1126-1986) 2014-2121 108 
Crx GCTTTCACAATTACAGGCTGCTT 59 ACTGTGGACCCTTGTAACTGAACA 59 AF285171.1 (34-1017) 1092-1238 147 
Prox1 CTGCTGAAGAGGGCGAACTC 59 GCCACCATTTTTGTTCATGTTATTT 59 NM_001005616.1 (68-2278) 406-507 102 
cMaf (v-Maf) CAGTCAAGGGCAGGAGAGATTT 58 GGGATATGGTAGCGGTGTTGAT 59 NM_001044671.1 (574-1683) 2489-2590 102 
Sox2 GTCACCTCCTCGTCTCATTCG 58 GGGCAGCTGGTTCTGGTACTT 59 NM_205188.2 (74-1012) 954-1056 103 




Figure. 2.  
Tert-butyl 
(2S)-2-[[(2S)-2-[[2-(3,5-difluorophenyl)acetyl]amino]propanoyl]amino]-2-phenyla










化転換のプロセスを確かめた(Araki and Okada, 1977; De Pomerai and Clayton, 
1978; Okada et al., 1975)。解離した８日胚神経性網膜を平板培養すると、培養
開始から２日後では、神経細胞のような小さな細胞や少し平に広がった細胞が、
培養皿にまばらに培養され、細胞集団間には空間が存在した（Fig. 3, day 2）。7
日目には、２種類の形態的にはっきりと識別できる細胞が生じた。大きな扁平
細胞は培養皿に直接接着し、軸索を延ばした神経細胞は扁平細胞上で次第に細



























































Figure. 3. ８日胚（st. 33）神経性網膜の無処理平板培養の時系列ごとの位相差
画像。培養日数は画像の上に示した。 ２１日の画像のみ DMSO 添加の培養。
培養開始から２１日後の細胞を抗 δ-クリスタリン抗体によって免疫染色した。
矢印によって神経細胞の集団を、白矢頭によって δ-クリスタリンを発現する大







た免疫染色の例。A, B. DMSO 処理した培養を抗ビジニンもしくは GS 抗体によ
って免疫染色した。神経細胞のみビジニン（A）を扁平細胞のみ GS（ミュラー




現されないことが分かった。スケールバーは 100 µm を示す。 
(A) 
(C) δ-






























































Figure. 7. FACS による、細胞の大きさとビジニン発現細胞の蛍光強度による細
胞集団の時系列変化。無染色のサンプルを用いて、quadrant areas を決定した。




Figure. 8. FACS による、細胞の大きさと δ-クリスタリン発現細胞の蛍光強度に
よる細胞集団の時系列変化。δ-クリスタリン発現細胞は緑色で示した。それぞれ
の quadrant areas における平均および２回の異なる実験の標準誤差であるパー
センテージは括弧内に示した。 
  
0 200 400 600 800 1000Forward Scatter
p20#1 delta.032
0 200 400 600 800 1000Forward Scatter
p14#1 delta.028
0 200 400 600 800 1000Forward Scatter
p8#1 delta.024
0 200 400 600 800 1000Forward Scatter
M20#1 delta.030
0 200 400 600 800 1000Forward Scatter
m8#1 delta.022
0 200 400 600 800 1000Forward Scatter
M14#1 delta.026
DMSO
Day 8 Day 14 Day 20

























































































































































処理した細胞では、αA-, αB-, βA1-, βA2-, βA4-, βB1-, βB2-, and βB3-クリスタリ
ンを無処理の細胞に対し１０−１００倍発現した。水晶体特異的な中間系フィラ
メントである filensin, pharkinin の発現も促進された（Fig. 11）。 













ティングによる定量的解析。A. DAPT 処理もしくは無処理の培養における δ-ク
リスタリンのウエスタンブロッティングの代表的な画像。１４日、１７日、お
よび２０日は５倍に希釈したサンプルを用いた。DAPT 処理した細胞では１１
日から δ-クリスタリンの発現が上昇し始めた。一方 DMSO 処理した細胞では２
０日から発現が上昇した。LY411575 処理した細胞でも DAPT 処理した細胞と
似たように、δ-クリスタリンの発現が促進された。B. ２回の異なるサンプルを
用いたウエスタンブロッティングから δ-クリスタリンの発現量をシグナル強度




Figure. 10. １４日胚の水晶体と神経性網膜から生じた水晶体における δ-（２０
日）、αA-（２１日）、βA-（２０日）クリスタリンの発現の比較。δ-、αA-、βA-






























ある Prox1, Pitx3 がこの順序で発現された(Medina-Martinez et al., 2009; Rieger 





	 網膜の神経前駆体で発現される転写因子の遺伝子である Vsx2 (Chx10) 
(Belecky-Adams et al., 1997) および Isl1 (Elshatory et al., 2007)もそれぞれ
DAPT 添加後５日から６日でピークとなった（Fig. 14）。しかし、Vsx2  および 
Isl1 の活性化によっては神経細胞を増加しなかった（Fig. 7）。その他の転写因子
である Ascl1（神経前駆体で発現される転写因子）, Crx（視細胞の分化に関与す
る転写因子）, Hes1, Hes5（Notch シグナル標的遺伝子）, Pax6, Sox2（Pax6, Sox2
の２つの転写因子の発現によってレンズプラコードからレンズ胞の分化が起こ
 34 
る）, c-Maf および MafA（水晶体分化に関わる転写因子で、α, δ-クリスタリ
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Figure 13. DAPT もしくは DMSO 処理した神経性網膜培養における転写因子の
発現量の時系列的変化を RT-qPCR によって解析した。DAPT 処理した培養にお
ける RT-qPCR の結果を四角形および実線、DMSO 処理した培養における
RT-qPCR の結果を無色丸および点線によってグラフとして示した。DAPT 処理





















Figure. 14. DAPT もしくは DMSO 処理した神経性網膜培養における転写因子の
発現量の時系列的変化を RT-qPCR によって解析した。DAPT 処理した培養にお
ける RT-qPCR の結果を四角形および実線、DMSO 処理した培養における
RT-qPCR の結果を無色丸および点線によってグラフとして示した。神経前駆体






Figure. 15. DAPT もしくは DMSO 処理した神経性網膜培養における転写因子の
発現量の時系列的変化を RT-qPCR によって解析した。DAPT 処理した培養にお







	 この研究において、私はニワトリ胚神経性網膜が Notch シグナルによって抑
制される内在性の水晶体分化能を持つことを示した（Fig. 16A）。Notch シグナ
ルを抑制する γ-セクレターゼ阻害剤の添加はレンズ胞から成熟した水晶体繊維
細胞への移行に必須である転写因子、Prox1, Pitx3 (Medina-Martinez et al., 2009; 
























	 RT-qPCR の解析から、DAPT 処理した細胞ではレンズ胞から水晶体繊維細胞
への分化に必要なProx1とPitx3の発現が上昇し分化転換が起こったことがわか
った（Fig. 13）。生体における水晶体の分化では、表皮外胚葉での Pax6, Sox2
の発現が上昇することがもとになってレンズプラコード-レンズ胞への分化がお
こり、さらに Prox1 と Pitx3 の発現が上昇することによって、レンズ胞から水晶
体繊維細胞への分化が起こる（Kondoh et al., 2004; Medina-Martinez et al., 
2009; Wigle et al., 1999）。しかし、DAPT 処理した神経性網膜では、無処理の
培養と比較し、Pax6, Sox2 の有意な発現上昇起こらず、Prox1 と Pitx3 の発現
上昇が起こった。したがって、レンズ胞から水晶体繊維細胞への分化の過程の
みが起こることで、神経性網膜から水晶体への分化転換が起こった。レンズプ








こる（Nelson et al., 2006, 2007）。DAPT 処理した神経性網膜において、無処理
の培養と比較し、Notch 標的遺伝子である HeyL の発現の減少は起こったが、他
の Notch 標的遺伝子である Hes1, Hes5 の発現に有意な差はなかった。これは、
平板培養を行なった時点で、これら２つの遺伝子はすでに限界まで発現が減少
しているため、DAPT 処理による有意な減少が起こらなかった可能性がある。
また、Notch1 変異マウスにおいて、中枢神経系における Hes1 の発現に変化が
なかった（Yoon et al., 2005）。したがって、Hes1 は Notch シグナル以外のカス
ケードによってもコントロールされている可能性が考えられる。また、DAPT
処理した細胞において、Isl1 と Vsx2 の２種類の神経前駆細胞で発現される転写
因子の発現が活性化され、DAPT 添加後５日から６日でピークとなった（Fig. 14）。
しかし、FACS の解析結果から、神経細胞への分化は促進されなかった。Nelson
らの結果では、ニワトリ 4.5 日胚の神経性網膜に DAPT 処理を行うと、神経細
胞への分化が促進された（Nelson et al., 2006, 2007）。本研究では、βⅢ-チュ
ーブリンの免疫染色によって示したように（Fig. 1B）、すでに神経分化の進んだ

















因子を活性化する Fgf2 シグナルによって開始され(Hayashi et al., 2004)、Wnt
シグナルの局所的な揺らぎが水晶体を再生する領域を決定する(Hayashi et al., 
2006)。 
	 網膜由来の分化転換による水晶体分化と比較される他の例としては、ヘッジ
ホッグシグナルの欠損(Davey et al., 2006; Karlstrom et al., 1999; Sekimizu et al., 
2004)を持つ talpid3 変異ニワトリ(Ede and Kelly, 1964)や you-too, iguana 変異
















Figure. 16. 神経性網膜組織における Notch シグナル依存的な水晶体分化の調節
のモデル。 A. 胚の正常な神経性網膜において、水晶体分化能は Notch シグナ
ルによって強く抑制される。 B. 神経性網膜の平板培養では Notch シグナル依
存的な抑制が弱くなり、低頻度で水晶体分化が起こった。 C. DAPT 処理した培
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